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Process for the preparation of biologically active NGF by genetic engineering. 
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Abstract 



For the preparation of biologically active beta -NGF (nerve growth factor) by genetic engineering by expression of an 
appropriate DNA sequence in prokaryotes as host cells, a DNA sequence is used which is composed in the 5'-3'-direction 
of sequences which code for (a) methionine as a starting amino acid, (b) 3 to 5 amino acids of an n-terminal sequence of a 
protein which can be expressed in the host cells used with a high expression rate, (c) 4 to 10 amino acids from the pro 
sequence of the beta -NGF precursor and (d) the 118 amino acids of the mature beta -NGF which, after expression of this 
DNA sequence in insoluble aggregates of inactive beta -NGF obtained from E. coli, are converted into a soluble active 
form by (1) stabilisation, (2) if appropriate dialysis and/or derivatisation of the resulting beta -NGF with the oxidised form 
of a compound, whose reduced form contains sulphydryl groups and whose oxidised form is a dimer of the compound 
bonded via a disulphide bridge, to give the mixed disulphide, and (3) naturation with the aid of a redox system consisting 
of a compound in oxidised and/or reduced form, whose reduced form contains sulphydryl groups and whose oxidised form 
contains a dimer bonded via a disulphide bridge, and removing, if appropriate subsequently with the aid of a protease, the 
amino acids of the sequences (a) and/or (b) and/or (c) and/or up to 9 N-terminal amino acids of the sequence (d). An 
active beta -NGR is obtained which contains less than 5% of beta -NGF degradation products or beta -NGF modified by a 
Met radical at the N term inus and is preferably free of other mammalian cell proteins and can be shortened or lengthened 



at the N terminus. 
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© Verfahren zur gentechnologlschen Herstellung von blologlsch aktlvem beta-NGF. 



© Zur gentechnologlschen Herstellung von biologisch akttvem /3-NGF (Nerve Growth Factor) durch Expression 
einer entsprechenden DNA-Sequenz in Prokaryonten als Wirtszellen, verwendet man eine DNA-Sequenz, welche 
in 5'-3*-Richtung zusammengesetzt ist aus Sequenzen, die fUr 

(a) Methionin als Startaminosdure, 

(b) 3 bis S Aminosauren einer N-terminaien Sequenz etnas Proteins, welches in den verwendeten Wirtszellen 
mit einer hohen Expressionsrate exprimierbar ist, 

(c) 4 bis 10 Aminosauren aus der Pro-Sequenz des 0-NGF-Precursors und 
CSJ (d) die 1 1 8 Aminosauren des reifen /S-NGF 

^ codieren, die nach Expression dieser DNA-Sequenz in E.coli erhaltenen unldsiichen Aggregate von inaktivem 0- 
p> NGF warden durch 
O) (1) Solubilisierung, 

<M (2) gegebenenfails Dialyse oder/und Derivatisierung des erhaltenen fl-NGF mit der oxidierten Form einer 
Verbindung. deren reduzierte Form Sulfhydrylgruppen aufweist und deren oxidierte Form ein Cber eine 

<Cf DisulfidbrOcke verbundenes Dimer der Verbindung ist. zum gemischten Disuifid, und 

(3) Naturierung mit Hiife eines Redoxsystems, bestehend aus einer Verbindung in oxidierter oder/und 

© reduzierter Form, deren reduzierte Form Sulfhydrylgruppen aufweist und deren oxidierte Form ein Ober eine 

ft DisulfidbrOcke verbundenes Dimer ist, 

^ in eine Idsliche aktive Form Gberfuhrt und spaltet, gegebenenfails anschlieBend mit Hilfe einer Protease die 
AminosSuren der Sequenzen (a) und/oder (b) und/oder (c) und/oder bis zu 9 N-terminale Aminosauren der 
Sequenz (d) ab. Man erhait einen aktlven 0-NGR, der weniger als 5 % /fi-NGF-Abbauprodukte Oder durch einen 
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Met-Rest am N-Terminus modifizierten 0-NGF aufweist und vorzugsweise frei ist von anderen SSugerzellprotei- 
nen und N-terminaJ verkUrzt Oder verlSingert sein kann. 

Abb.1 



Plasmid pNGF1 
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur gentechnologischen Herstellung von biologisch aktivem /J-NGF 
durch Expression einer entsprechenden DNA-Sequenz in Prokaryonten als Wirtszellen, rekombinanten 
modifizierten j8-NGF, eine DNA-Sequenz sowie einen Expressionsvektor und die Verwendung das rekom- 
binanten modifizierten 0-NGF in einer therapeutischen Zusammensetzung. 

5 Nerve Growth Factor (NGF) ist ein Multikomponenten-Protein mit einem Molekulargewicht von ungefahr 
130.000 Dalton. Es besteht aus den drei Untereinheiten or. 0 und y . Seine FShigkeit, das Wachstum von 
sensorischen Neuronen und sympathischen Neuronen zu bewirken, liegt jedoch lediglich in der fl- 
Untereinheit. Der a-Untereinheit konnte bisher noch keine biologische Aktrvitat zugeordnet werden, wahrend 
die 7-Untereinheit zumindest in einigen Zellspezies fdr die Prozessierung des 0-NGF verantwortlich ist, 

to welcher zunSchst als langer Precursor (VorlSufer) synthetisiert wird. Der reife /3-NGF besteht vermutlich aus 
118 Aminosauren. Er enthSIt 3 DisutfidbrUcken und Ist nicht glykosyliert. Urn biologisch aktiv zu sein, muB 
er als Dimer vorliegen. 

Nerve Growth Factor ist besonders interessant fUr die Behandiung von neurologtschen Krankheiten wie 
z.B. der Alzheimer'schen Krankheit oder Parkinson'schen Krankheit Es wurde daher bereits versucht, 
75 nachdem 1983 erstmals die cDNA-Sequenz beschrieben worden war (Ullrich et al., Nature Vol. 303 (1983), 
821-825), das Protein auf gentechnologischem Wege herzustellen. 

So wird in der EP-B 0 121 338 die DNA- und die Aminosauresequenz von /J-NGF sowie - hypotjhetisch 
- die Expression in E.coli beschrieben. Es wird in diesem europ&ischen Patent zwar ausgefOhrt, wie das 
Gen fUr 0-NGF isoliert wurde und wie daraus die Sequenz erhaJten wurde, jedoch wird fUr die direkte 
20 Expression in E.coli lediglich angegeben, welches Expressionssystem verwendet wurde. Es konnte hierbei 
jedoch kein aktives Protein erhaJten werden. 

In der EP-A 0 329 175 wird die Herstellung von aktivem humanem /3-NGF unter Verwendung eines 
Fusionsgens beschrieben, in welchem dem 0-NGF-Gen eine Erkennungssequenz far die Spaltung mit 
Thrombin vorangestellt ist. Die Fusion wird hierbei durch Thrombin nach der Expression des Fusionspro- 
25 teins gespalten. Der Nachteil dieses Verfahrens liegt u.a. in der geringen Ausbeute an biologisch aktivem /3- 
NGF. 

In der EP-A 0 370 171 wird ein Verfahren zur Herstellung von aktivem /3-NGF unter Verwendung eines 
Baku lovirus- Expressionssystem s beschrieben. Dabei werden virus! nfizierte Insektenzellen zur Expression 
verwendet. Die Kultivierung derartiger Zellen ist jedoch sehr aufwendig, wobei auch noch nicht deren 
30 Verwendbarkeit als wirtschaftlich interessante Produktionszelien gezeigt werden konnte. 

In Biochem.Biophys. Research Commun. 171 (1990) 116-122 und EP-A 0 414 151 wird die Herstellung 
von aktivem 0-NGF aus Eukaryonten beschrieben. Die Expression von rekombinanten Proteinen in eukary- 
ontischen Zellen ist jedoch aufwendig und teuer. 

In Gene 70 (1988), S. 57-65 wird die Expression von murinem /S-NGF in E.coli beschrieben. Die 
35 Ausbeute an biologisch aktivem /J-NGF war jedoch sehr gering. 

In der EP-A 0 450 386 wird ein Verfahren zur Herstellung von fl-NGF aus E.coli beschrieben. Das dabei 
erhaltene Produkt Ist jedoch ein Gemisch aus j8-NGF der natUrllchen Sequenz und /3-NGF mit elnem N- 
terminalen Methioninrest irn VertiSltnis von ca. 85:15. 

in Gene 83 (1989), S. 65-74 wird die Expression von humanem 0-NGF in Hefe beschrieben. Auch hier 
40 ist die Expression nur gering, sowie die Aktivilfit des erhaltenen 0-NGF nur sehr schwach. 

Aufgabe der Erfindung war es daher, ein Verfahren berertzustellen, welches die kostengOnstige und 
einfache Herstellung von aktivem humanem jff-NGF in Prokaryonten, insbesondere in E.coli ermoglicht, 
wobei eine hone Expressionsrate und nach Naturierung ein Protein mit gieicher Aktivitat wie ein aus 
naturlichen Quell en isoiierter /3-NGF erzielt werden solite. 
45 Geldst wird die Aufgabe erfindungsgemafi durch ein Verfahren zur gentechnologischen Herstellung von 
biologisch aktivem /J-NGF (Nerve Growth Factor /8-subunit) durch Expression einer entsprechenden DNA- 
Sequenz in Prokaryonten als Wirtszellen, bet dem man eine DNA-Sequenz verwendet. welche in 5'-3'- 
Richtung zusammengesetzt ist aus Sequenzen, die fUr 
(a) Methionin als Startaminosdure. 
so (b) 3 bis 5 Aminosauren einer N-terminaten Sequenz eines Proteins, welches in den verwendeten 
Wirtszellen mit einer hohen Expressionsrate exprimierbar ist, 

(c) 4 bis 10 AmlnosSuren aus der Pro-Sequenz des /?-NGF-Precursors und 

(d) die 118 AmlnosSuren des reifen /S-NGF 

codieren, die nach Expression erhaltenen unldslichen Aggregate von inaktivem /3-NGF durch 
55 (1) Solubilisierung, 

(2) gegebenenfalls Dialyse oder/und Derivatisierung des erhaltenen 0-NGF mit der oxidierten Form einer 
Verbindung, deren reduzierte Form SuWhydrylgruppen aufweist und deren oxidierte Form ein Ober eine 
DisulfidbrOcke verbundenes Dimer der Verbindung ist, zum gemischten Disulfid, und 
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(3) Naturierung rnit Hills eines Red oxsy stems, bestehend aus einer Verbindung in oxidterter oder/und 
reduzierter Form, deren reduzierte Form Sullhydrylgruppen aufweist und deren oxidierte Form ein Uber 
eine DisulfidbrtScke verbundenes Dimer 1st, 
in eine losliche aktive Form UberfUhrt und gegebenenfalis anschlieflend mit Hilfe einer Protease die 
5 Aminosauren der Sequenz (a) und/oder (b) und/oder (c) abspaltet 

Mit Hilfe des erfindungsgemaBen Verfahrens wird es erm&glicht, 0-NGF in hohen Ausbeuten in 
Prokaryonten herzustellen. In Prokaryonten failt das Protein zunSchst In Form von unlBslichen Aggregaten, 
sogenannten Inclusion Bodies (IBs) an und wird dann erst in die losliche aktive Form UbergefUhrt. Auf diese 
Weise wird zunachst ein biologisch aktiver 0-NGF, der eine zusatzliche N-terminale Aminosauresequenz 
w enthait, erhalten (N-terminal verlSngerter 0-NGF), der ebenfails Gegenstand der vorlisgenden Erfindung ist. 
Nach Abspaltung der vor den Aminosauren der reifen 0-NGF-Kette liegenden zusatzlich vorhandenen 
Aminosauren mit Hilfe einer Protease kann dann auch ein zu reifem humanem 0-NGF Identisches Protein 
erhatten werden. Da humaner 0-NGF nicht glykosyliert ist fuhrt die Herstellung in Prokaryonten hier zu 
keinen Unterschieden zum nalUrlichen Produkt. Uberraschenderweise hat sich gezeigt, daB bis zu 9 der 
75 ersten N-terminalen Aminosauren abgespalten werden kdnnen, ohne daB die Aktivitat von 0-NGF verloren 
geht. Ein derartig N-terminal verkUrzter /J-NGF sowle das Verfahren zu seiner Herstellung sind ebenfails 
Gegenstand der Erfindung. 

Die im erfindungsgemaBen Verfahren verwendete DNA-Sequenz entspricht der von Ullrich et al.. Nature 
303 (1983), 821-825 beschriebenen. Hierzu kann entweder in Qblicher Weise die cDNA hergestellt werden. 
20 Auch eine Synthese einer DNA-Sequenz, bestehend aus den Exons des nalUrlichen Gens ware mQglich. 

Im erfindungsgemaBen Verfahren werden fQr den Erhalt einer hohen Ausbeute an Protein der DNA- 
Sequenz von 0-NGF das Kodon fOr die Startaminosaure Methioninsaure sowie Kodons fQr Aminosauren 
vorangestellt, von denen bekannt ist. daB 3-5 Aminosauren einer N-terminaJen Sequenz eines Proteins 
entsprechen, welches in dem verwendeten Wirtsstamm gut exprimiert wird. Dies ist bei Verwendung 
25 insbesondere von E.coli-Stamrnen, vorzugsweise eine DNA-Sequenz, welche fOr die Aminosauren der N- 
terminalen Sequenz Ser-Tyr-Gln-Val-lle (SEQ ID NO 4) von tPA (Tissue Plasminogen Activator) codieren. 
Insbesondere sind dies Kodons, welche fUr die Aminosauren Ser-Tyr-GIn (SEQ ID NO 3) codieren. 

Es wurde weiterhin festgesteilt, daB be! Verwendung wenigstens elniger Aminosauren aus der Pro- 
Sequenz des /S-NGF-Precursors ebenfails die Expressionsrate positiv beeinfluflt wird. Vorzugsweise werden 
so hierzu in die DNA-Sequenz Kodons eingefUhrt, die fQr Aminosauren codieren, welche sich im Precursor 
direkt vor der Aminosauresequenz des reifen 0-NGF befinden. Insbesondere werden Kodons verwendet, die 
fUr die letzten 7 Aminosauren der Pro-Sequenz (Arg-Thr-His-Arg-Ser-Lys-Arg) (SEQ ID NO 2) codieren. 

In einer bevorzugten AusfUhrungsform der Erfindung wird die Expression in E.coli als Wirtszeilen und 
insbesondere im Slamm E.coli C600+ (DSM 5443) durchgefUhrt. 
as Die zur Expression einer DNA-Sequenz ndtigen Faktoren sind dem Fachmann bekannt, hierzu gehdren 
u^. ein Promotor, ribosomaie Blndungsstelten etc., welche auf den UNichen, fUr die Expression verwende- 
ten Vektoren vorhanden sind. im erfindungsgemaBen Verfahren ist es jedoch bevorzugt, einen induzierbaren 
Promotor zu verwenden und die Induktion dieses Promoters in der logarithmischen Wachstumsphase 
durchzufuhren. Hierdurch wird es ermttglicht, eine besonders hohe Proteinausbeute zu erhalten. da nicht 
ao bereits in einer frUheren Wachstumsphase die Expression des Fremdproteins zu einem Absterben der 
Wirtszeilen fUhrt. Beispiele fUr solche induzierbaren Promotoren sind der tac-Promotor, der durch Zugabe 
von IPTG induzierbar ist, der trp-Promotor oder der \P L -Promotor. 

Die Solubilisierung. Derivatisierung sowie Naturierung - zusammen auch Renaturierung genannt - von 
Proteinen, welche nach Expression in E.coli in Form von Inclusion Bodies anfallen, ist an sich bekannt und 
45 z.B. in der EP-A 0 219 874 beschrieben. 

Die Solubilisierung - sie ffJhrt zu inaktivem, loslichem Protein - erfolgt mit Hilfe eines Denaturierungsmit- 
tets. vorzugsweise Guanidiniumhydrochlorid oder Harnstoff, wobei eine Konzentration des Denaturierungs- 
mittels von 4 bis 6 mot/l (Guanidiniumhydrochlorid) und 5 bis 8 mol/l (Harnstoff) zu guten Ergebnissen fOhrt. 
Nach einer eventuellen Dialyse (diese ist nicht unbedingt nbtig, jedoch wird sie vorzugsweise durchge- 
so fuhrt) kann dann gegebenenfalis eine Derivatisierung des Proteins zum gewUnschten Disulfid erfolgen. In 
einer bevorzugten AusfUhrungsform wird im erfindungsgemaBen Verfahren die Derivatisierung mit GSSG, 
Cystamln oder Cystin durchgefOhrt Vorzugsweise werden diese Verbindungen dem Inkubationsansatz In 
Mengen von bis zu 75 mmol/l zugegeben. 

Nach der gegebenenfalis durchgefuhrten Derivatisierung (auch ohne die Derivatisierung ist die Renatu- 
55 rierung mSglich) wird wieder vorzugsweise eine Dialyse zwischengeschaltet. Ebenso kann vor der Naturie- 
rung des solubilisierten Proteins eine Dialyse durchgefOhrt werden. Vorzugsweise wird zur Renaturierung 
bei Konzentratlonen von Harnstoff unter 2 mol/l, vorzugsweise unter 0,5 mol/l gearbeitet und die Renaturie- 
rung analog der europaischen PatentanmeWung Nr. 91 919 945.5 in Gegenwart von Tris-Base oder Tris- 
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Salz und/oder Arginin (analog EP-A 0 219 874) durchgefUhrt. Bevorzugt wird dabet im pH-Bereich zwischen 
8 und 10 gearbeitet 

Die Naturierung, welche die solubilisierten bzw. derivatisierten Proteine in die letztendlich aktive losliche 
Form GberfUhrt, wird erfindungsgemaB vorzugsweise mit oxidiertem Glutathion (GSSG) und/oder GSH, 
s Cystin und/oder Cystein. Cystamin und/oder Cysteamin durchgefUhrt. Wurde keine Derivatisierung durchge- 
fUhrt. ist es im erfindungsgemaflen Verfahren besonders bevorzugt. mit Cystamin, GSSG Oder Cystin bzw. 
den Redoxsystemen Cystamin/Cysteamin, GSH/GSSG oder Cystin/Cystein zu naturleren. Wurde ledoch das 
Protein in die gemischten Disulfide OberfUhrt. also derivatisiert, wird vorzugsweise- nur mit reduzierten 
Verbindungen naturiert. Die hterbei vorteiihaften Konzentrationen und weiteren Heaktionsbedingungen kon- 
70 nen leicht durch Orientierungsversuche festgestellt werden. 

Besonders bevorzugt wird eine Pulsrenaturierung gema*0 EP-A 0 241 022 durchgefUhrt 
Die Temperatur soltte bai der gesamten Renaturierung zweckma*Big zwischen 0 und 30 *C im Reak- 
tionsansatz liegen. Bei der Naturierung ist es jedoch bevorzugt, eine Temperatur von 2 bis 10° C 
einzuhalten, da die Ausbeute an aktivem jS-NGF mit abnehmender Temperatur zunimmt. Vorzugsweise wird 
75 2 bis 60 Stunden naturiert. Eine verlSngerte Naturierung fuhrt zu einer htfheren Ausbeute an biologisch 
aktivem Protein. 

Urn aus dem nach dem bisherigen Vorgehen erhaltenen modifizierten (N-termina! verlSngerten) rekorri- 
binanten 0-NGF die dem natUrlichen 0-NGF entsprechende Form zu erhalten, werden erfindungsgemSB die 
Sequenzen (a), (b) und (c) mit Trypsin, Endoproteinase Arg C oder einer Protease homologer SpezitMt 
20 abgespalten. Die Aminos§ure Methionin (Sequenz a) wird bereits durch E. coli eigene Proteasen abgespal- 
ten. 

Urn rekombinanten 0-NGF zu erhalten. der urn bis zu 9 AminosaVen N-terminal verkUrzt ist, wird 
vorzugsweise Trypsin oder eine Protease mit Trypsin-Shnlicher SpezifitSt zugesetzt. 

Mit Hilfe des erfindungsgemaSen Verfahrens ist es mogiich, rekombinanten biologisch aktiven /J-NGF 

25 herzustellen. der gleiche Aktivitaten aufweist wie natUrlicher humaner 0-NGF, um die Sequenz (a), (b) und 
(c) verlSngert oder um bis zu 9 Aminosauren N-terminal verkOrzt ist Ein wesentlicher Vorteil des 
erfindungsgemaflen Verfahrens besteht darin, dafl reproduzierbar einheilliche Proteine und nicht wie 
beispielswelse in EP-A 0 450 386 beschrleben Proteingemische (aus /3-NGF mit und ohne N-terminaien 
Methioninrest) erhalten werden. Bei Verwendung von Endoproteinase Arg C oder der Protease Kex2 (PNAS 

30 86 (1989) 1434-1438; Biochemistry 40 (1991) 367-372) zur Spaltung wird rekombinanter 0-NGF der 
naturlichen Sequenz erhalten, welcher leicht (z.B. uber eine Mono-S-SSule) zu isolieren ist und dann 5% 
und weniger an Verunreinigungen durch modifizierten 0-NGF oder £-NGF-Spa!tprodukte enthSH. Vorzugs- 
weise enthalt der rekombinante 0-NGF 2% und weniger an diesen Verunreinigungen. Bei Verwendung der 
Protease Kex2 kann 0-NGF zusStzlich vSHig frei von anderen Sa*ugerzellproteinen erhalten werden. Die 

35 Proteasenspaltung kann vor oder nach der Reinigung des naturierten Produkts erfolgen. 

Ein weiterer Gegenstand der ErfJndung ist somit ein rekombinant hergestellter, isollerter j8-NGF der 
natUrlichen Sequenz, welcher 5% und weniger, vorzugsweise 2% und weniger, an Verunreinigungen durch 
modifizierten j8-NGF oder 0-NGF-Spaltprodukten enthSIt und vorzugsweise frei von anderen saugerzellpro- 
teinen ist. 

40 Das Protein wird erfindungsgemMfl in hohen Ausbeuten erhalten und weist eine hohe Aktivitat auf. Durch 
die erfindungsgemafle VerfahrensfUhrung, bei der die nach Expression erhaltenen unldslichen Aggregate 
zuerst renaturiert werden und dann erst eine Abspaitung der Sequenzen (a), (b) und (c) erfolgt, wird 
gewa*hrieistet t dad bereits vor der Abspaitung die richtige Faftung und auch die fUr die biologische AktivitSt 
notige Dimerisierung des Proteins stattgefunden hat. Dadurch smd Proteasespaltungsstellen z.B. fOr Trypsin 

45 innerhalb des Proteins nicht mehr zuganglich und eine Abspaitung lediglich der Sequenzen (a), (b) und (c) 
und gegebenenfalls von bis zu 9 Aminosauren des N-Terminus kann durchgefUhrt werden. 

Die Dimerisierung zum natUrlich wirksamen aktiven Protein erfolgt wShrend der Renaturierung. Bei der 
Erkennung durch AntikOrper unterscheidet sich weder das N-termina) verlSngerte oder verkUrzte rekombi- 
nante 0-NGF noch das nach Abspaitung der Pro-Sequenz erhattene MolekUl von natUrlichem 2,5 S-NGF 

so aus Maus. 

En weiterer Gegenstand der Erfindung ist daher ein rekombinanter N-terminal verlSngerter 0-NGF, der 
gegenUber reifem humanem j8-NGF zusfttzlich am Aminoterminus eine 3 bis 5 Aminosauren einer N- 
termlnalen Sequenz eines Proteins, welches In den verwendeten prokaryontlschen Wirtszellen mit einer 
hohen Expressionsrate exprimierbar ist, sowie 4 bis 10 Aminosauren der Pro-Sequenz von humanem jS- 
55 NGF aufweist. 

Der erfindungsgemSBe rekombinante N-terminal veriSngerte 0-NGF enMIt dabei vorzugsweise die 
PrSpro-Sequenz von tPA, insbesondere die Amlnosauresequenz Ser-Thr-Glu. Als Pro-Sequenz enthalt der 
erfindungsgemafle modifizierte 0-NGF vorzugsweise die letzten Aminosauren der Prosequenz im /S-NGF- 
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Precursor vor der reifen Aminosauresequenz, insbesondere die letzten 7. Die AminosSuresequenz des 
besonders bevorzugten modifizierten 0-NGF ist in Fig. 2 gezeigt. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine DNA-Sequen2, welche fOr den erfindungsgemasen 
rekombinanten N-terminal verlangerten 0-NGF codiert, sowie ein Expressionsvektor, der die erfindungsge- 
s maBe DNA-Sequenz enthait. FUr die erfindungsgemaBen Expressionsvektoren sind hierbei dem Fachmann 
bekannte Vektoren geeignet, wis z.B. Plasmide. Bn soicher Expressionsvektor enthait alls far die Expres- 
sion In bestimmten Wirtsorganlsmen nfitigen Elemente wle Promotoren, ribosomale Bindungsstellen, 
Terminationssequenzen etc.. 

ErfindungsgemaB ist es bevorzugt, daB der Expressionsvektor einen induzierbanen Promotor enthait. 
jo Ein soicher erfindungsgemSBer Expressionsvektor ist beispielsweise das Plasmid pNGF1, welches 
schematisch In Fig. 1 dargestellt 1st. 

N-terminal verlSngerter und verktlrzter /J-NGF zelgen wle natOriicher 0-NGF eine Wlrkung auf Neuro- 
nen. Sn weiterer Gegenstand der Erfindung ist deshalb ihre Verwendung in einem Arzneimittel, ebenso wie 
die Verwendung des erfindungsgemaBen, rekombinant hergestelrten 0-NGF zu diesem Zweck. 
75 Wiederum ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist auch eine therapeutische Zusammensetzung, 
enthaltend neben Ubllchen TrSger- und Hilfsstoffen einen erfindungsgemaBen rekombinant hergestellten, 
rekombinanten N-terminal verlMngerten oder verkOrzten 0-NGF als aktiven Inhaltsstoff. 

Die in der vorliegenden Anmeldung genannten Plasmide und Mikroorganismen sind bet der Deutschen 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM), Mascheroder Weg 1b, D-3300 Braun- 
20 schweig, unter den folgenden Hinterlegungsnummern hinteriegt 
E.coli C 600 + DSM 5443 

pUBS 520 in E.COli C 600 + DSM 6786 

pNGFVpUBS 520 in E.coli C 600 + DSM 6785. 

Die folgenden Beispiele erlSutern in Verbindung mit den Abbildungen und Sequenzprotokollen die 
25 Erfindung wetter. 

Abb. 1 zeigt hierbei das erfindungsgemSfle Plasmid pNGFI in schematisierter Form. 

Abb. 2 zeigt die PrimaVstruktur des auf der DNA-Ebene codierten erfindungsgemaBen 

rekombinanten 0-NGF mlt den Sequenzen b (Ser-Tyr-GIn (SEQ ID NO 3)) und c 
(Arg-Thr-His-Arg-Ser-Lys-Arg (SEQ ID NO 2)). 
30 Abb. 3 zeigt die Abhangigkeit der Renaturierungsausbeute von der Guanidiniumhydro- 

chloridkonzentration in der Renaturierungsltfsung. 

Die Renaturierung erfolgte durch eine 1/100 VerdOnnung eines dlalyslerten 
Solubilisats mit 20 mg IB/ml in 0,7 mol/i Arginin, 1.0 mol/l Harnstoff, 0,1 mol/1 
Tris, 2 mmol/l EDTA, 5 mmol/l Cysteamin, 1 mmol/l Cystamin, pH 8,7, 4-C, mit 
35 unterschiedlichen Konzentrationen an Guanidiniumhydrochlorid. 

Abb. 4 zeigt die Abhangigkeit der Renaturierungsausbeute von der Proteinkonzentratlon 

in der Renaturlerungsltf sung. 

Die Renaturierung erfolgte durch eine 1/12,5 bis 1/1 000- VerdOnnung eines 
dialysierten Solubilisats mit 50 mg IB/ml in 0,7 mol/l Arginin, 2,0 mol/l Harnstoff. 
40 0,1 mol/l Tris, 2 mmol/l EDTA. 5 mmol/l Cysteamin, 1 mmol/l Cystamin, pH 8,7. 

Guanidiniumhydrochlorid wurde in der Renaturierungslbsung vor Zugabe des 
Solubilisats so aufgestockt daB nach Zugabe des Solubilisats alio Losungen 
0.48 mol/l Guanidiniumhydrochlorid enthalten. 
Abb.5 zeigt die Abhangigkeit der Renaturierungsausbeute vom pH-Wert der Renaturie- 

45 rungslosung. 

Die Renaturierung erfolgte durch 1/200-VerdUnnung eines dialysierten Solubili- 
sats mit 50 mg IB/ml in 0.7 mol/l Arginin, 2 mol/l Harnstoff, 0.1 mol/l Tris. 2 
mmol/l EDTA, 5 mmol/l Cysteamin, 1 mmol/l Cystamin, pH 8,0 - 10,5, 4-C. 
Abb. 6 zeigt ein UV-Spektrum von rekombinantem modifiziertem (N-terminal verianger- 

50 tern) 0-NGF in 50 mmol/l Tris/HCI, 1 mmol/l EDTA, pH 7,5. 

Abb. 7 zeigt eine Comassie-Blue FSrbung eines SDS-Gels von rekombinantem 0-NGF 

im Verglelch mit 2,5 S-NGF aus Maus. 
Abb.8 zeigt ein HPLC-Elutionsdlagramm von rekombinantem modifiziertem (N-terminal 

verlangertem) j8-NGF. 

55 Abb. 9 zeigt ein Superose 6-Elutionsdiagramm von rekombinantem (N-terminal verlSn- 

gertem) 0-NGF (Abb. 9a) und 2,5 S-NGF aus Maus (Abb. 9b). 
Abb. 10a Ws 10c zeigen Mono S-Elutionsdlagramme von unverdautem rekombinantem /8-NGF 

(Abb. 9c) bzw. DiagrammB nach Verdau mit Trypsin (Abb. 9a) oder Endoprotei- 
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nase Arg C (Abb. 9b). 

SEQ ID NO 1 zeigt die Aminosauresequenz das rekombinanten 0-NGF mit den N-terminalen 

Sequenzen SEQ ID NO 2 und 3. 

SEQ ID NO 2 zeigt einen Teil der Prosequenz das /9-NGF Precursors, 

s SEQ ID NO 3 zeigt einen Teil der N-terminalen Aminosauresequenz von tPA. 

SEQ ID NO 4 zeigt einen Teil der N-terminalen Aminosauresequenz von tPA. 

SEQ ID NO 5 und 6 zeigen Oiigonukleotide zur Konstruktlon von pNGFl 

SEQ ID NO 7 zeigt die N-terminale Aminosauresequenz von rec. NGF. 

SEQ ID NO 8 bis 10 zeigen die N-terminale Aminosauresequenz verschiedener N-terminal verkurzter 
to /8-NGF-Derivate. 



;5 



Beispiel 1 

Expression von rekombinantem j3-NGF (rec 0-NGF, 0-NGPMinifusion) in E.coli 
a) Konstruktlon des Expressionsplasmlds 



Zur Herstellung des Expressionsplasmids wurden 3 Ansa"tze ligiert Ansatz A stellt das etwa 4,6 kb 
groBe EcoRI/BamHI-Fragment des Plasmides pBTad dar. Das Plasmid pBTad wurde dazu mit den beiden 

20 Restriktionsenzymen EcoRI und BamHI behandelt. Der Restriktionsansatz wurde auf einem Agarose-Gel 
autgetrennt. Das Fragment mit der GroBe von etwa 4,6 kb wurde ausgeschnitten und die DNA aus dem Gel 
eluiert. Ansatz B wurde durch Restriktion des Plasmids pUCl8-NGF (British Biotechnology, Code BBG26) 
hergestellt. Zur Restriktion wurden die beiden Enzyme BspMI und BamHI eingesetzt. Der Restriktionsansatz 
wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt und ein BspMI/BamHI-Fragment von 370 bp praparativ gewonnen. 

25 Ansatz C entstand durch das Annealing von zwei synthetisch hergestellten Oligonukleotiden mit 
folgender Sequenz: 

Oiigonukleotid 1: S'-MTTCTTATGTCTTACCAMGMCTCACCGTAGCAAGCGC-y (SEQ ID NO. 5) 
Oligonukleotid 2: S'-ATGAGCGCTTGCTACGGTGAGTTCTTTGGTAAGACATAAG-S 1 (SEQ ID NO. 6) 
In der Annealing-Reaktion wurden je 2 ug Oiigonukleotide pro 10 ug eingesetzt; die Oiigonukleotide wurden 

30 fur 10 Minuten bei 68 ' C inkubiert und auf Raumtemperatur abgekUhlt. 

Die 3 Ansatze wurden nach bekannten Methoden ligiert und in E.coli C600+ (DSM 5443) zusammen mit 
dem Plasmid pUBS520 (beschrieben In Brinkmann et aL, 1989, Gene 85, 109-114) transformer! Durch 
Selektion auf Ampicillin und Kanamycin konnten die gewllnschten Klone gefunden werden. Das erhaltene 
Plasmid pNGFl ist in Figur 1 beschrieben und unterscheidet sich vom Ausgangsplasmid pBTad u.a. 

35 dadurch, dafl es eine zweite Scal-Schnittstelle enthSIt Die Aminosfiuresequenz des codierten Proteins ist in 
Abb. 2 gezefgt 

b) Expressionsstudien 

40 Einer der erhaltenen Klone wurde im Hinblick auf Expression der 0-NGF-Minifusion untersucht. Dazu 
wurden die Zellen bei 37 -C bis zu einer optischen Dichte von 0,4 (gemessen bei 550 nm) wachsen 
gelassen. Die Expression des 0-NGF-Fusionsproteins wurde durch die Zugabe von 5 mmol/I IPTG induziert. 
Die Zelten wurden fUr weitere 4 Stunden inkubiert und anschlieftend durch Zentrifugation konzentriert. Die 
Inclusion Bodies wurden nach bekannten Methoden (siehe Beispiel 2) prapariert und auf einem 15 % SDS- 

45 Polyacrylamidgel analysiert. Auf diese Weise konnte eine Expressionsstarke von mindestens 20 % bezogen 
auf das Gesamtprotein festgestellt werden. 



Beispiel 2 

so Preparation von Inclusion Bodies ( = IBs) 

Zur Preparation der rec. 0-NGF-enthattenden IBs wurde der in Beispiel 1 beschriebene Expressions- 
stamm E.coli C600+ mit dem Plasmid pNGFl In einem 10 l-Fermenter fOr 8 Stunden fermentlert Die 
Induktion der Expression von 0-NGF erfolgte durch die Zugabe von IPTG in der logarithmischen Wachs- 
55 tumsphase ca. 4 Stunden nach Fermentationsbeginn. 

690 g Biomasse wurde nach 8 Stunden Fermentation mittels Zentrifugation geerntet. Die Biomasse 
. wurde In 3,5 I 0,1 mol/1 Tris/HCI pH 7 suspendiert und nach Zugabe von 0,3 g Lysozym 20 Minuten bei 0*C 
inkubiert. Der vollstandige Zellaufschlufi wurde anschlieSend mittels Hochdruckdispension mit 600 bar 
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durchgefOhrt. Zur AufschluBlosung wurde DNase ad 0.1 mg/ml und MgSCU ad 2 mmol/l zugegeben tnd die 
Ltfsung 30 Minuten bei 20 *C inkubiert. Nach der DNase-Behandlung wurde die Lflsung mit demselben 
Volumen 0,1 mol/l Tris/HCI, 6 % Triton-X-1 00, 1,5 mol/l NaCI, 60 mmol/l EDTA, pH 7,0 verdUnnt und 20 
Minuten im Eisbad inkubiert Unlosliche Bestandteile (IBs) wurden anschliefiend durch Zentrifugation 
s abgetrennt. Der Niederschlag wurde in 1 I 0.5 mol/I Guanidinium HCI (GdmCI). 20 mmol/l EDTA. pH 4,5 
suspendiert Nach 20 Minuten Inkubation bei 20* C wurden die IBs durch emeute Zentrifugation geerntet. 
Die folgende Resuspenslon des Niederschlags erfolgte in 1,5 I 0,1 moM Tris/HCi, 20 mmol/l EDTA, pH 6,5. 
Nach 30 Minuten Inkubation bei 20 # C wurden die IBs durch eine weitere Zentrifugation im Niederschlag 
erhalten. 

io Zur Bestimmung des Anteils an l-NGF in den IBs wurden 500 mg IBs (Nafigewicht) mit einer LCsung 
aus 6 mol/l GdmCI. 0,1 mol/l Tris/HCI, 0.1 mol/l DTE, 5 mmol/l EDTA, pH 8,5 auf 10 ml aufgeftlllt und 1 
Stunde suspendiert. Der Proteingehalt der L6sung wurde mrttels Protelnbestimmung nach Bradford 
(Bradford. M.M.. Anal.Biochem. 1976. 72, 248) mit BSA als Eichprotein bestimmt. Der Anteil von /8-NGF am 
Gesamtprotein in den gelBsten IBs wurde nach Auftrennung der Proteine mrttels SDS-Gelelektrophorese 

15 durch densitometrische Vermessung der Probenbahn ermittelt. Die in den aus 10 I FermentaiionsbrUhe 
isolierten IBs enthierten 6,0 g 0-NGF. 

Beispiel 3 

20 Solubilisierung und Derivatisierung von rec. 0-NGF 

a) Herstellung von Solubilisat: 

IBs wurden in einer Losung aus 6 mol/l Gdmcl, 0,1 mol/l DTE, 5 mmol/l EDTA, 0,1 moJ/l Tris/HCI, pH 
25 8.5 zu einer Konzentration von 5 bis 50 g IB/1 I suspendiert und 1 Stunde bei 25 • C gerOhrt. 

Teilweise wurde unmittelbar das so erzeugte Solubilisat fUr die anschlieBende Naturierung verwendet. 

b) Herstellung von dialysiertem Solubilisat: 

30 Alternativ wurde der pH-Wert des Solubilisats mit HCI (25 %) auf pH 3 eingestellt und die saure Losung 
mehrfach gegen 6 mol/l GdmCI, 5 mmol/l EDTA, pH 3 dialysiert Dieses Dialysat wurde sowohl zur 
Renaturierung als auch zur anschlleflenden Derivatisierung verwendet. 

c) Herstellung von Derivaten: 

05 

Zur Herstellung der Derlvate (gemischte Disulfide) wurde der pH-Wert des dialyslerten Solubilisats 
durch Zugabe von 5 N NaOH auf pH 8,5 gestellt. AnschlieBend wurde mit 1 Volumen einer LOsung aus 6 
mol/l GdmCI, 0,2 mol/l Tris HCI, 5 mmol/l EDTA pH 8,5 verdunnt und oxidiertes Glutathion (GSSG), 
Cystamin oder Cystin in fester Form bis zu einer Konzentration von 75 mmol/l zugegeben und 1 Stunde bei 
40 20 *C inkubiert. Im Falle von Cystin erfolgte die Inkubation bei pH 9,5 anstelle von pH 8,5. AnschlieBend 
wurde der pH-Wert der Losung mit 25 % HCI auf pH 3 eingestellt und mehrmals gegen 6 mol/l GdmCI, 1 
mmol/l EDTA, pH 3,0 dialysiert. 

Beispiel 4 

45 

Naturierung von rec. 0-NGF 

Zur Darstellung von biologisch aktivem 0-NGF aus den in Beispiel 3 hergestellten Solubilisaten und 
Derivaten wurden die 0-NGF in inaktiver, loslicher Form enthaltenden Losungen 12,5- bis 1000-fach in 

so unterschiedliche Renaturierung spuffer verdQnnt. Zur Ermittlung der optimalen Renaturierungsbedingungen 
wurden die Proteinkonzentration. der pH-Wert, die Temps ratur sowie die Konzentration an Arginin, Tris/HCI, 
Harnstoff, GdmCI, oxidiertem und reduzlertem Glutathion (= GSSG bzw. GSH), Cystin und Cysteln und 
Cystamin und Cysteamln variiert Die Ergebnisse slnd in Tabellen 1 bis 3 und Abb. 3 bis 5 dargestellt 

Zur Bestimmung der Konzentration an renaturiertem, biologisch aktivem £-NGF in den Renaturierungs- 

55 Ittsungen wurde die Stimulierbarkeh durch 0-NGF von sensorischen Neuronen aus dissoziierten Dorsal wur- 
zelganglien von HUhnerembryonen zum Austreiben von Dendriten (= DRG-Test = dorsal root ganglion 
assay, Levi-Montalcini, R M Meyer H. und Hamburger, V. 1954, Cancer Res., 14, 49-57; Varon, S., Nomura, 
J„ Perez-Polo, J.R. und Shooter, E.M., 1972, Meth. in Neurochemistry 3, 203-229; EP-A 0 335 673, S. 14- 
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15, Beispiel C), sowie ein Sandwich-Enzym-lmmunoassay (0-NGF-EUSA) verwendet. 

FUr den DRG-Test wurden die Renaturierungsitfsungen nach 24 Stunden Inkubationszeit gegen 50 
mmol/l Tris/HCI pH 7,5 dialysiert und anschlieflend durch Zentrifugation gekiart. In den Oberstanden wurden 
je 100 ul pur oder nach VerdOnnung mit Medium (Fl4-Medium; Coon. M.G. und WeiQ, M.G.. 1989, 
Proc.Natl.Acad.Sci. USA 62. 852-859) in 24-well (Vertiefung) ZellkulturplattBn (Fa. Costar) mit 750 ul 
Medium und 150 ul Zefiiuspension der dissoziierten Ganglien gemischt und 48 Stunden bei 37 *C 
inkuWert Als MaB fUr die blologlsche AktMtSt wurde die Anzahl der Zellen mlt ausgebildeten Dendrlten 
quantifiziert. Als Referenz wurde eine Losung bekannter Konzentration von 2,5 S-NGF aus Submaxillaris- 
DrUsen der Maus (Fa. Boehringer Mannheim) verwendet. 

Fur den tf-NGF-ELISA wurden flir den Vergleich der Ergebnisse mit dem DRG-Test ebenfalls gegen 50 
mmol/l Tris/HCI pH 7,5 dialysierte Renaturierungsldsungen verwendet. Ansonsten wurden die Renaturie- 
rungsldsungen umittelbar nach KlSrung mlttels Zentrifugation eingesetzt. 

Zum Nachweis von renaturiertem 0-NGF mittels ELISA wurde eine 96-wel) Mikrotiterplatte (Fa. Nunc- 
Immuno; Typ Maxisorp F96) mit einem monoklonalen Antikflrper gegen Maus 2,5 S NGF (Fa. Boehringer 
Mannheim GmbH) beschichtet, indem pro well mit 0,1 ml AntikSrperiasung aus 0,3 ug AntikSrper/ml 50 
mmol/l Na2C03, 0,1 % Na-azld, pH 9,6 fOr 16 Stunden bel 4*C inkublert wurde. Nach dreimaligem 
Waschen mit 0,2 ml 50 mmol/l Tris/HCI, 0,2 mol/l NaCI, 10 mmol/l CaCI 2 , 0,2 % Triton X-100, 0,1 % Na- 
azid, pH 7,0 pro well wurden je 100 ul 0-NGF-enthaltende Renaturierungsltfsungen sowie deren VerdOnnun- 
gen in Waschpuffer mit zusatzlich 1 % BSA gefUllt. Zum Vergleich mit dem Zelltest wurden die 
entsprechenden dialysierten und zentrifugierten Losungen verwendet, ansonsten wurden die Renaturie- 
rungslosungen unmiltelbar nach KlSrung mittels Zentrifugation eingesetzt. Als Referenz wurde eine VerdUn- 
nungsreihe von 2.5 S-NGF aus Submaxillaris-Drtlsen der Maus (Fa. Boehringer Mannheim) im Konzentra- 
tionsbereich 0,1 ug/ml bis 20 pg/ml je Platte mitgefUhrt. Nach 2 Stunden Inkubation bei 37 *C wurde die 
Losung durch dreimaliges Waschen entfemt. Anschliefiend wurde in jedes well 0,1 ml einer Losung von j8- 
Galactosidase-konjugierten monoklonalen Antikorper gegen Maus 2,5 S NGF (Fa. Boehringer Mannheim; 
0,4 U/ml in Waschpuffer mit 1 % BSA) gegeben und 4 Stunden bei 37 'C inkubiert. 

Nach einem erneuten Waschzyklus wurde jedes well mit 0,2 ml einer Losung von 40 mg 
Chlorphenolrot-0-D-galactopyranosld in 20 ml 100 mmol/l Hepes, 150 mmol/l NaCI, 2 mmol/l MgCI 2 , 0,1 % 
Na-azid. 1 % BSA pH 7 gefOllt Je nach Farbentwicklung wurde nach 10 bis 60 Minuten die Absorption der 
Proben m'rt einem ELISA-Reader (z.B. Typ EAR 400 AT von Fa. SLT-Labinstruments, Austria) gemessen. 
Die /8-NGF-Konzentration in RenaturierungslSsungen wurde anhand der Eichkurve mit 2,5 S NGF aus Maus 
berechnet. 

Sofern nicht anders vermerkt, wurden die Renaturierungslosungen nach einer Inkubationszeit von 24 
Stunden analysiert. 
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Tabejle 1 

Korrelation von DRG-Test und G-NGF-ELISA bei der Bestimmung 
der Renaturierungsausbeute von Q-NGF-GSSG-Derivat (c« 15 mg 
IB/ml) in Abhangigkeit. von den Renaturierungsbedingungen 

Alle Puffer enthielten 0,1 xnol/1 Tris/HCl, 1 mmol/1 EDTA, 
pH 8,0 bei 20° C. 

2usat2e und Xnderungen sind in der Tabelle auf gef Cihrt • 



Verdllnnung 


Renaturierungs- 


Aktivitat ii 


D ELISA- 


Derivat-Lsg. 


Puf fer-Zusatze 


DRG-Test 


Signal 


1/20 




+ 


s 5 % 


1/20 


1 itunol/1 GSH 


++ 


25 % 


1/20 


1 iranol/1 GSH+0,5 niol/1 Arg 


+++ 


100 % 


1/20 


1 mmol/1 GSH+1,0 mol/1 Arg 


++ 


75 % 


1/20 


1 mmol/1 GSH+1,0 mol/1 Arg pH 7,0 


++ 


31 % 


1/20 


1 mmol/1 GSH+1,0 mol/1 Arg pH 9,0 


++ 


48 % 


1/100 




+ 


s 5 % 


1/100 


1 nnnol/1 GSH 


+ 


20 % 


1/100 


1 mmol/1 GSH+0,5 mol/1 Arg 


++ 


76 % 


1/100 


1 mmol/1 GSH+1,0 mol/1 Arg 


++ 


46 % 


1/100 


1 mmol/1 GSH+1,0 mol/1 Arg pH 7,0 


++ 


36 % 


1/100 


1 mmol/1 GSH+1,0 mol/1 Arg pH 8,0 


++ 


52 % 


1/100 


1 mmol/1 GSH+0,5 mol/1 Tris/HCl 


/ 


33 % 


1/100 


1 mmol/1 GSH+1,0 mol/1 Tris/HCl 


/ 


91 % 


1/100 


1 mmol/1 GSH+1,0 mol/1 Tris/HCl 


++ 


100 % 



+0,5 mol/1 Arg 



*Die ELISA-Werte wurden jeweils auf das max. Signal bei 
identischer Verdtinnung bezogen. 
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Tabelle 2 

Abhangigkeit der Renaturierungsausbeute von der Temperatur 
bei der Renaturierung 

Die Renaturierung erfolgt durch 100-fache Verdunnung von 
gegen 6 mol/1 GdmCl, 2 mmol/1 EDTA, pH 3 dialysiertem Solubi- 
lisat mit 50 mg IB/ml in 0,7 mol/1 Arg, 2,0 mol/1 Harn- 
stoff, 0,1 mol/1 Tris, 2 nunol/1 EDTA, 5 mmol/1 Cysteamin, 1 
mmol/1 Cystamin. Renaturierter Q-NGF wurde mittels ELISA 
bestimmt. 



Temperatur 


Renaturierungszeit 


B-NGF 




(h) 


tmg/1] 


4«C 


10 


0,8 


4°C 


24 


1,4 


4°C 


48 


2,6 


20 C C 


10 


0 r 17 


20°C 


24 


0,4 


20°C 


48 


0,4 



Tabelle 3 

Abhangigkeit der Renaturierungsausbeute von Solubilisaten und 
Derivaten vom Redox- System in der RenaturierungslSsung 

Derivate und Solubilisate vor und nach Dialyse mit einer 
Proteinkonzentration von 5 mg/ml wurden 1/100 in 0,5 mol/1 
Arg, 0,1 mol/1 Tris/HCl, 1 mmol/1 EDTA, pH 8,5 verdiinnt, 
worin unterschiedliche Redox-Komponenten enthalten varen. 
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Die Ausbeuten wurden mit dent G-NGF-ELISA bestimmt und wurden 
auf den Ansatz mit maximaler Ausbeute nonniert. 



Denaturiertes fl-NGF Redox-Komponeten 



10 



75 



20 



25 



30 



35 



40 



GSSG-Derivat 
GSSG-Derivat 
GSSG-Derivat 



Cysteamin-Derivat 
Cysteamin-Derivat 
Cysteamin-Derivat 



rel. Ausbeute 



0,5 mmol/1 GSH 

0,5 mmol/1 Cysteamin 

0,5 mmol/1 Cystein 



0,5 mmol/1 GSH 

0,5 mmol/1 Cysteamin 

0 f 5 mmol/1 Cystein 



61 
63 
51 



28 
41 

35 



Solubilisat 


ohne 






Dialyse 




2 tnmol/1 Cystamin 


99 


Solubilisat 


ohne 






Dialyse 




10 mmol/1 Cystamin 


50 


Solubilisat 


nach 






Dialyse 




5 mmol/1 GSH/1 mmol/1 GSSG 


35 


Solubilisat 


nach 


5 mmol/1 Cysteamin + 




Dialyse 




1 mmol/1 Cystamin 


100 


Solubilisat 


nach 






Dialyse 




3 mmol/1 GSH/1 mmol/1 GSH 


67 


Solubilisat 


nach 


3 mmol/1 Cysteamin + 




Dialyse 




1 mmol/1 Cystamin 


99 



50 



55 



Beispiel 5 

Pulsrenaturierung von rec. jS-NGF 

20 g IB-Material wurde in 400 ml 6 mol/l GdmCI, 0,1 mo!/l Tris/HCI, 0,1 mol/1 DTE, 2 mmol/1 EDTA pH 
8,5 gelOst und 1 h bai 20 'C inkubiert. AnschlieBend wurde der pH-Wert der Lflsung auf pH 3 mit 25 % HCI 
eingestellt und gegen 3x1016 mol/l GdmCI, 2 mmol/1 EDTA, pH 3 bel 4*C dlalyslert Je 100 ml Dlalysat 
wurden im Abstand von 12 bis 16 Stuncten Innerhalb von 30 Minuten zu 20 1 0,7 mol/l Arg, 2 mol/l Harnstoff, 
0,1 mol/l Tris, 2 mmol/1 EDTA, 5 mmol/1 Cysteamin. 1 mmol/1 Cystamin, pH 9,1, 4*C zugepumpt. 
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Tabelle 4 



Mit EUSA bostimmte /8-NGF-Konzentration im Renaturierungsansatz nach Zugabe 


unterschiedlicher Volumina an dialysiertem Solubilisat 


Pulsanzahl 


Zugegebenes Solubilisat 


0-NGF-Konz. (mg/1) 


1 


100 ml 


3.5 


2 


200 ml 


5,3 ' 


4 


400 ml 


8,5 



Beispiel 6 

T5 Reinigung von biologisch aktivem rec. 0-NGF aus der Renaturierungslosung 

Zu der in Beispiel 5 hergestellten Renaturierungsldsung wurde testes Ammoniumsulfat portionsweise 
bis zu einer SSttigung von 20 % zugegeben und 1 h auf Eis gerQhrt Der pH-Wert der LSsung wurde 
anschlieBend mit 25 %iger HCI auf PH 3 eingestellt. Nach 30 Minuten Inkubation wurde mit 7 N NaOH auf 

20 pH 8 titriert TrObungen wurden entweder durch Zentrifugation (1 h mit 20 000 g bei 4'C) Oder Filtration 
durch eine geeignete Membran mit geringer Proteinadsorption (z.B. Evaflux 4 A Hohlfeserpatrone der Fa. 
Kuraray Co. Ltd., Japan) entfernt Die Ware 0-NGF enthaltende L&sung wurde dann auf eine TSK-Butyl- 
Saule (Fa. Pharmacia) aufgetragen, die vorher mit 50 mmol/l Tris/HCI, 1 mmol/l EDTA. 20 % Sattigung an 
(NHa )2S04, pH 7,5 aquilibriert wurde. Nach Beendigung des Probenauftrags wurde mit 50 mmol/l Tris/HCI, 

25 1 mmol/l EDTA pH 7,5 bis zum Erreichen der Schreibergrundlinie gespdlt. Die Elution erfolgte mit 50 % 
Ethylenglykol in 50 mmoW Na-Acetat. 1 mmol/l EDTA. pH 4.5. Eluierende Fraktionen wurden mit dem 
ELISA (s. Beispiel 4) auf den Gehalt an 0-NGF getestet. 0-NGF enthaltende Fraktionsn wurden vereint und 
auf eine Sephacryl S200-Saule (Fa. Pharmacia, Schweden) aufgetragen, die mit 0,5 mol/l NaCI, 50 mmol/l 
Na-Phosphat, 10 % Glycerin, 1 mmol/l EDTA. pH 6.0 aquilibriert war. Die Saule wurde mit demselben 

30 Puffer eluiert. 

/S-NGF enthaltende Fraktionen im Eluat wurden mit H 2 0 auf eine Leitfahigkeit von 15 mS verdOnnt und 
auf eine mit 20 mmol/l Natriumphosphat, 1 mmol/l EDTA, pH 6,0 aquilibrierte S-Sepharose-Saule (Fa. 
Pharmacia) aufgetragen. AnschlieBend wurde mit dem Aquilibrierungspuffer gespult. Die Elution erfolgte mit 
einem Gradienten bis 1.2 mol/l NaCI in obigem Puffer. 0-NGF enthaltende Fraktionen wurden vereinigt und, 
35 sofern fOr weitere Analysen erforderlich, durch Dialyse umgepuffert. 

Tabelle 5 



Ausbeuten der Reinigung von rec. 0-NGF aus 20 I RenaturierungslSsung nach Bestimmung mit EUSA 


Reinigungsschritt 


/8-NGF (mg) 


Ausbeute (%) 


Renaturierungslosung 


170 


100 


vor TSK-Butyl 


143 


84 


nach TSK-Butyl 


92 


54 


nach S200 


80 


47 


nach S-Sepharose 


61 


36 



so Beispiel 7 

Charakterisierung des gereinigten rec. 0-NGF 

a) Konzentrationsbestimmung mit UV-Spektralphotometrie: 

55 

Zur Bestimmung der Konzentration an 0-NGF in den gereinigten Proben wurde das UV-Spektrum von 
240 bis 340 nm von gegen 50 mmol/l Tris/HCI, 1 mmol/l EDTA, pH 7,5 dlalyslerten Proben mit elnem 
UV/Vis-Spektralphotometer (z.B. Diodenarray-Spektralphotometer Typ HP 8452 A der Fa. Hewlett-Packard, 
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USA) gemessen. Die 0-NGF-Konzentration in der Losung wurde aus der Absorption der Probe bei 260 nm 
berechnet. Hierzu wurde ein theoretischer molarer Extinktionskoeffizient von 21200 ± 100 M~ 1 cm" 1 
verwertdet, der sich aus dem Gehalt an bei dieser Weltenlange absorbierenden Aminosauren ergibt 
(Wetiaufer, D.B., 1962, Adv. in Protein Chemistry, Vol. 17, 375-383; Gill. S.C. und von Hippel, P.H., 1989, 
5 Anal.Biochem. 182. 319-326). AJs Moteku large wicht wurden 14000 D verwandet, Die mittels Absorption 
enrechneten Werte ergaben eine um ca. 50 % niedrigere 0-NGF-Konzentration als mit ELISA bestimmt 
wurde. Ursache kflnnte die geringere Reinheit des als Referenz verwendeten 2,5 S-NGF (aus Maus) sein, 
weshalb die mit ELISA ermittelten Werte fOr rec. 0-NGF zu hoch sind. 

io b) Reinheitsanalyse und Molekulargewichtsbestimmung mit SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese: 

Es wurden 17 %ige Gete in einem Midget-System (Fa. Pharmacia, Schweden) verwandet. Die Proben 
enthielten jeweils 10 mmol/l DTE sowie nach Absorption bei 280 nm berechnet 6 ug bzw. 1,5 ug rec. 0- 
NGF sowie 6,4 ug bzw. 2,1 ug 2,5 S-NGF aus Submaxiilaris-DrUsen der Maus. rec. /J-NGF hat wie erwartBt 

75 mit ca. 15 kD ein etwas hdheres Molekulargewicht als 2,5 S-NGF mit ca. 12,5 kD. Die Bande im 
Molekulargewichtsbereich des dimeren rec. 0-NGF tritt In AbhSngigkelt von der Probenvorbereltung und 
vom Probenalter in unterschiedlicher Intensitat auf und kann auf die Bildung Disulfid-verbrOckter MolekUle 
bei der Probenvorbereitung zuruckgeftihrt warden. Die densitometrische Vermessung einer Geispur 
(Ultroscan XL Laser Densitometer, Fa. Pharmacia, Schweden) mit rec 0-NGF ergab 93% Monomer und 7 % 

20 Dimer. 

c) Reinheitsanalyse mit RP-C18-HPLC: 

20 ug rec. 0-NGF wurden auf eine mit 0,1 % TFA aquiiibrierte Vydac 300, C18, 5 u, 125 x 4 mm-SSule 
25 aufgetragen und bei einer FluGrate von 1 ml/Minute mit einem gestuften Gradienten von 0 bis 40 % B (B = 
Acetonitril/0,1% TFA) in 20 Minuten und 40 - 100 % B von 20 bis 25 Minuten eiuiert. Zur Detektion wurde 
die Fluoraszenzemission bei 340 nm nach Anregung bei 280 nm (Merck/Hitachi F-1050 Fluorescence 
Spektrophotometer) benutzt. Die integration des Elutionsdlagramms ergab eine Reinheit von 92 %. Identi- 
sche Ergebnisse wurden mit UV-Detektion bei 280 nm erhaiten. Die Identitat des Eiutionspeaks mit 0-NGF 
30 wurde nach Sammeln und Einengen mittels Speed Vac durch ELISA und N-terminale Sequenzierung 
uberprGft. 

d) Reinheitsanalyse von rec 0-NGF mit SEC-HPLC: 

35 30 u I einer gereinigten rec 0-NGF-L6*sung mit einer Absorption bei 280 nm von 1,3 wurden auf eine 
Superose 6-SSule Typ HR 10/30 (Fa. Pharmacia, Schweden) aufgetragen und mit 0,7 moM Arginln, 0,1 mol/l 
Trls, pH 8,5 bei einem FluB von 0,5 ml/Minute eiuiert. Es wurde dia Absorption bei 280 nm detektiert. Abb. 
9 zeigt das Elutionsdiagramm im Vergleich zu einer Probe des 2,5 S-NGF aus Maus. 

40 e) N-terminaJe Sequenzanalyse: 

FOr die N-terminale Sequenzanalyse wurde das in Beispiel 7c mittels RP-HPLC isolierte und anschlie- 
Bend konzentrierte 0-NGF verwendet. Die N-terminaJe Sequenz wurde mit einem Gasphasen-Protein- 
Sequenzanalysator (Modell 477 A, Fa. Applied Biosystems, USA) durchgefUhrt. Es wurde folgende Sequenz 
45 mit einer Signalstarke von ca. 400 pmol pro PTH-Aminosaure gefunden: 
H 2 N-Ser-Tyr-Gin-Arg-Thr-His-Arg-Ser (SEQ ID NO 7) 

Die N-terminale Aminosaure Methionin wind in E.coli offenbar bereits abgespalten. 

f) Biologische Aktivitat des rec. 0-NGF und deren Inhibition durch Anti-NGF-£-Antik6rper: 

50 

Der DRG-Test zur Bestimmung der btologischen Aktivitat von /S-NGF wurde wie in Beispiel 4 beschrie- 
ben durchgefahrt. Als Proben wurde das isolierte rec. tf-NGF nach Proteinbestlmmung mittels Absorption 
bei 280 nm, sowie 2,5 S-NGF aus Submaxillaris-DrQsen der Maus eingesetzt. Die Proben wurden mit 
Medium auf 200, 20 und 2 ng/ml verdUnnt, wovon je 100 ul mit 750 ul Medium und 150 ul Zellsuspension 
55 gemischt und inkubiert wurden. Zur Inhibition wurde der Zelltest mit einem Medium durchgefUhrt, das einer 
monoklonaien anti-/8-(2,5 S) NGF-Antik5rper enthielt, so daB die AntikSrperkonzentration im Testansatz 200 
ng/ml betrug. Die Ergebnisse sind in Tabelle 6 gezeigt. 
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Tabelle 6 



Biotogische AktivitSt von rec. 0-NGF und deren Inhibition durch Anti-NGF-0-Antik6rper 


0-NGF-Spezies 


0-NGF-Konz. (ng/ml) 


Antikorper (ng/ml) 


biologische Aktivitat 


rec. /5-NGF 


20,0 




+ + + 


rec. /J-NGF 


2.0 




+ + + 


rec. jfl-NGF 


0,2 




+ + 


rec. /9-NGF 


20,0 


200 


+/- 


rec. /3-NGF 


2,0 


200 




rec. /S-NGF 


0,2 


200 




2.5 S /J-NGF 


20.0 




+ + + 


2.5 S /S-NGF 


2,0 




+ + 


2,5 S 0-NGF 


0,2 




+ + 


2,5 S 0-NGF 


20,0 


200 


+ 


2.5 S /5-NGF 


2,0 


200 




2.5 S 0-NGF 


0.2 


200 





Beispiel 8: 

Herstellung und Charakterisierung N-terminal verkUrzter rec. /3-NGF-MolekUle 

Zur Herstellung N-terminal verkDrzter rec 0-NGF-MolekUle wurde eine gereinigte Probe gegen 50 mM 
Tris/HCI, pH 7,7 dialysiert. Die Konzentration wurde mittels der Absorption der Probe bei 280 nm (siehe 
Beispiel 7a) m it 0,7 mg/ml bestimmt. 

VerkUrzte rec. /S-NGF-MolekOle wurden durch Verdau mlt den Endoproteinasen Trypsin und Arg C in 
folgenden VerdauansStzen hergestellt. 

a) rec. NGF + Trypsin: 22 *C 
200 ul rec. /9-NGF-Dialysat 

+ 60 ul Trypsin sequence grade-L8sung 
(100 iutg/200 ul 0,1 mom Trls, pH 8,0) 

b) rec. NGF + Endoproteinase Arg C: 37 »C 
200 ul rec. 0-NGF-Dialysat 

+ 20 ul 50 mmol/l CaCI 2 , 50 mmol/l DTE 

100 mmol/l Trls/HCI, pH 7,6 

+ 40 ul Endoproteinase Arg OLdsung 

(20 jbtg in 40 ml 250 mmol/l Tris/HCI, 25 mmol/l DTE, 2,5 mmol/l EDTA, 5 mmol/l CaCb pH 7.8) 

c) rec. NGF ohne Protease: 22 «C 
200 Ul rec. /9-NGF-Dialysat 

+ 60 ul 50 mmol/l Tris/HCI pH 7.7 
Weiterhin wurden analoge Kontroll-Losungen mit den Protease n angesetzt, die ansteile von rec. 0-NGF den 
Dialysepuffer enthielten. Die AnsStze wurden 5 Stunden bei den entsprechenden Temperaturen inkubiert. 
Anschlieflend wurden je 200 ul der Ansatze auf eine mit 20 mmol/l Natriumphosphat pH 6,0 aquilibrierte 
Mono S-Saule Typ HR 5/5 (Fa. Pharmacia) mit einer FluBrate von 1 ml/Minute aufgetragen und mit einem 
linearen Gradienten von 0 - 1 ,2 mol/I NaCI eluiert. Es wurde die Absorption bei 280 nm detektiert. Die 
Kontrollans&tze nur mit Proteasen ergaben, daB diese innerhalb der ersten 10 Minuten der Chromatographie 
eluleren. 0-NGF-enthaltende Fraktlonen eluleren je nach VerkOrzung erst mit elner Reterttionszelt von 
mindestens 10 Minuten. Die Elutionsdiagramme der Chromatographie n von rec. 0-NGF-enthaltenden 
VerdauansStzen sind in Abb. 10 gezeigt. Elutionspeaks mit Relentionszeiten von 13 - 19 Minuten wurden 
jeweils gesammelt. Die beiden peaks im Verdauansatz mit Trypsin wurden getrennt aufgefangen. 

Die jfl-NGF-Konzentratlonen in den Fraktlonen der aufgefangenen peaks wurden mittels der Absorption 
der Proben bei 280 nm ermlttelt. Je 1 nmol rec 0-NGF-enthaKende Uteungen wurden mittels RP-C18-HPLC 
konzentriert und die N-terminale Sequenz durch Gasphasensequenzierung bestimmt. ZusStzlich wurden 
Proben der gesammelten Fraktionen auf 0-NGF-Konzentrationen von 20, 10 und 5 ng/ml in den DRG-Test 
verdUnnt. um die biologische Aktivitat der verkOrzten 0-NGF-Mo!ekUle zu bestimmen. Die Inhibition der 



15 



EP 0 544 293 A2 



biologischen Aktivitat mit einem anti-/8-NGF-Antikdrper erfoJgte wie in Beispiel 7f beschrieben. 

Die Ergebnisse der Sequenzanalyse und des Zelltests sind in Tabellen 7 und 8 zusammengefaBt. 

Tabelle 7 

s 



N-terrninale Sequenzen der proteolytisch verkUrzten 0-NGF-MolekUle 


verwendete 
Protease 


Retentzeit 0-NGF 
auf MonoS 


N-terminale Sequenz 


Position* 1. A.S. 


Trypsin 
Trypsin 
ArgC 


18.5 Minuten 
13,4 Minuten 
14,2 Minuten 

14.6 Minuten 


Ser Tyr Gin Arg Thr His Arg Ser (SEQ ID NO 7) 
Gly Gtu Phe Ser Val Cys Asp Ser (SEQ ID NO 8) 
Ser Ser Ser His Pro lie Phe His (SEQ ID NO 9) 
Ser Ser Ser His Pro lie Phe His (SEQ ID NO 10) 


-9 
+ 10 
+ 1 
+ 1 



75 *Die angegebenen Positionen der jeweils ersten tdentifizierten AminosMure (= A.S.) beziehen sich 
auf die Nummerlerung der AminosSuren In Abb. 2. 



Tabelle 8 

20 



Biologische Aktivitat von N-terminal verkUrzten 0-NGF im DRG-Test 


£-NGF-spezies 


0-NGF-Konz 


Antikorper (ng/ml) 


biologische Aktivitat 




(ng/ml) 






rec 0-NGF (unverdaut) 


20 




+ + + 




10 




+ + + 




20 


200 




Trypsinverdau peak 13,4 Minuten 


20 




+ + + 




10 




+ + + 




20 


200 




Trypsinverdau peak 14,2 Minuten 


20 




+ + + 




10 




+ + + 




20 


200 




Arg C-Verdau 


20 




+ + + 




10 




+ + + 




20 


200 





45 



50 



55 
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SEQUENCE LISTING 



(1) GENERAL INFORMATION; 

(i) APPLICANT: 
(ii) TITLE OF INVENTION: 
(iii) NUMBER OF SEQUENCES J 10 

(ivj COMPUTER READABLE FORM: 
Not Applicable 

(V) CURRENT APPLICATION DATA: 
APPLICATION NUMBER: 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:l: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS : 

(A) LENGTH: 129 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 



(ii) MOLECULE TYPE: protein 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:l: 

Met Ser Tyr Gin Arg Thr His Arg Ser Lye Arg Ser Ser Ser His Pro 
1 5 10 15 

lie Phe His Arg Gly Glu Phe Ser Val Cys Asp Ser Val Ser Val Trp 
20 25 30 

Val Gly Asp Lys Thr Thr Ala Thr Asp He Lys Gly Lys Glu Val Met 
35 40 45 

Val Leu Gly Glu Val Asn He Asn Asn Ser Val Phe Lys Gin Tyr Phe 
50 55 60 

Phe Glu Thr Lys Cys Arg Asp Pro Asn Pro Val Asp Ser Gly Cys Arg 
65 70 75 80 

Gly He Asp Ser Lys His Trp Asn Ser Tyr Cys Thr Thr Thr His Thr 
85 90 95 

Phe Val Lys Ala Leu Thr Met Asp Gly Lys Gin Ala Ala Trp Arg Phe 
100 105 HO 

He Arg He Asp Thr Ala Cys Val Cys Val Leu Ser Arg Lys Ala Val 
115 120 125 

Arg 



50 



55 
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 7 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE : peptide 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 2: 

75 

Arg Thr His Arg Ser Lys Arg 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 3: 

20 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 3 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 

(C) STRANDEDNESS: single 
« (D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: peptide 



30 

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 3: 

Ser Tyr Gin 
1 

35 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID N0:4: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 
(A) LENGTH : 5 amino acids 
* (B) TYPE: amino acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: peptide 

45 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 4: 

so Ser Tyr Gin Val lie 

1 5 
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 40 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS : single 

(D) TOPOLOGY: linear 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 5: 
AATTCTTATG TCTTACCAAA GAACTCACCG TAGCAAGCGC 
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS : 

(A) LENGTH: 40 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 



(Xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 6: 
ATGAGCGCTT GCTACGGTGA GTTCTTTGGT AAGACATAAG 
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 8 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: peptide 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 7: 
Ser Tyr Gin Arg Thr His Arg Ser 



1 



5 
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH : 6 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 

(C) STHANOEDNESS : single 

(D) TOPOLOGY : linear 

. (ii) MOLECULE TYPE: peptide 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 8: 

Gly Glu Phe Ser Val Cys Asp Ser 
1 5 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 8 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: peptide 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 9: 

Ser Ser Ser His Pro lie Phe His 
1 5 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 8 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: peptide 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 10: 

Ser Ser Ser His Pro He Phe His 
1 5 



Patentanspriiche 

1. Verfahren zur gentechnologischen Herstellung von biologlsch aktivem /3-NGF (Nerve Growth Factor) 
durch Expression einer entsprechenden DNA-Sequenz in Prokaryonten als Wirtszellen, 
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dadurch gekennzelchnet, 

daB man eine DNA-Sequenz verwendet, welche in S'-^-Richtung zusammengesetzt ist aus Sequenzen. 
die far 

(a) Methionin als Startaminosaure, 

s (b) 3 bts 5 Aminosauren einer N-terminalen Sequenz eines Proteins, welches in den verwendeten 

Wirtszeilen mit einer hohen Expressionsrate exprimierbar ist, 
<c) 4 bis 10 AmlnosSuren aus der Pro-Sequenz des 0-NGF- Precursors und 
(d) die 1 1 8 Aminosauren des reifen /S-NGF 
codieren, die nach Expression erhaltenen unlSslichen Aggregate von inaktivem /J-NGF durch 

to (1) Solubilisierung, 

(2) gegebenenfalls Dialyse oder/und Derivatisierung des ertiattenen £-NGF mit der oxidierten Form 
einer Verbindung, deren reduzierte Form Sulfhydrylgruppen aufweist und deren oxidlerte Form ein 
Uber eine DisulfidbrUcke verbundenes Dimer der Verbindung ist. zum gemischten Disutfid, und 

(3) Naturierung mit Hitfe eines Redoxsystems, bestehend aus einer Verbindung in oxidierter 
75 oder/und reduzierter Form, deren reduzierte Form Sulfhydrylgruppen aufweist und deren oxidierte 

Form ein Uber eine DisulfidbrUcke verbundenes Dimer ist, in eine ISsliche aktive Form QberfUhrt und 
gegebenenfalls anschlieflend mit Hilfe einer Protease die Aminosauren der Sequenzen (a) und/oder 

(b) und/oder (c) abspaltet 

20 2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB zusStzlich zu den Sequenzen (b) und (c) noch bis zu 9 Aminosauren von der N-terminalen Seite 
der Sequenz (d) abgespalten werden. 

25 3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2. 
dadurch gekennzelchnet, 

daB man eine DNA-Sequenz verwendet, welche als Aminosauren (b) fOr 3-5 AminosSuren der N- 
termlnalen Sequenz von tPA codlert. 

30 4. Verfahren nach Anspruch 3, 
dadurch gekennzelchnet, 

dafl die DNA-Sequenz fUr die AminosMuresequenz (b) Ser-Tyr-GIn codlert. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprUche, 
35 dadurch gekennzelchnet, 

daB die (c) entsprechende DNA-Sequenz fUr solche Aminosauren der Pro-Sequenz von 0-NGF codlert, 
welche sich Im /8-NGF-Precursor direkt vor der Position + 1 des reifen Proteins befinden. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, 
40 dadurch gekennzelchnet, 

dafl die (c) entsprechende DNA-Sequenz fOr die Aminosauresequenz Arg-Thr-His-Arg-Ser-Lys-Arg 
(SEQ ID NO 2) codiert. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprUche, 
45 dadurch gekennzelchnet, 

daB man die Solubilisierung mit Hilfe eines Denaturierungsmittels, insbesondere Guanidiniumhydrochlo- 
rid Oder Harnstoff durchfUhrt. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprUche, 
so dadurch gekennzelchnet, 

daB man fQr die Derivatisierung oxtdiertes Glutathion (GSSG), Cystin oder Cystamin verwendet 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprUche, 
dadurch gekennzelchnet, 

55 daB man die Naturierung mit oxidiertem Glutathion (GSSG) und/oder GSH, Cystin und/oder Cystein, 
Cystamin und/oder Cysteamin durchfUhrt. 
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10. Verfahren nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzelchnet, 

dafi man ohne vorhergehende Derivatisierung die Naturierung mit Cystamin, QSSQ oder Cystin bzw. 
den Redoxsystemen Cystamin/Cysteamin, GSH/GSSG oder Cystin/Cystein durchfahrt 

5 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprUche. 
dadurch gekennzelchnet, 

dafl man die Soiubilisierung, Dialyse, Derivatisierung und Naturierung bei einer Temperatur zwischen 0 
und 30 *C durchfUhrt. 

10 

12. Verfahren nach Anspruch 11, 
dadurch gekennzelchnet, 

dafl man die Naturierung bei 2 bis 10 'C und Uber einen Zeitraum von 2 bis 60 Stunden durchfUhrt 

is 13. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, 
dadurch gekennzelchnet, 

dafi man die Abspattung der Sequenzen (a), (b) und (c), sowie bis zu 9 Aminosauren der Sequenz (d) 
mit Trypsin, Endoproteinase Arg C oder einer Protease homologer SpeziMt durchfUhrt. 

20 14. Rekombinant hergestellter 0-NGF, 
dadurch gekennzelchnet, 

dafi er weniger als 5% 0-NGF-Abbauprodukte oder durch einen Met-Rest am N-Terminus modhlzierten 
jfl-NGF aufweist und vorzugsweise frei ist von anderen SSugerzellproteinen. 

25 15. Rekombinanter N-terminal verlangerter 0-NGF, 
dadurch gekennzelchnet, 

dafi er gegenUber reifem humanem 0-NGF aminoterminal zusStzlich sine 3 bis 5 AmincsSuren lange 
N-terminale Sequenz elnes Proteins, welches in Prokaryonten als Wirtszellen mit hoher Expressionsrate 
exprimierbar ist, sowie 4 bis 10 Aminosauren der Pro-Sequenz des Precursors von humanem j8-NGF 
so aufweist. 

16. Rekombinanter N-terminal verlangerter /MMGF nach Anspruch 15, 
dadurch gekennzelchnet, 

dafi er als N-terminale Sequenz die N-terminale AminosSuresequenz Ser-Tyr-GIn (SEQ ID NO 3) von 
35 tPA aufweist. 

17. Rekombinanter N-termlnal verlangerter 0-NGF nach Anspruch 15 Oder 16, 
dadurch gekennzelchnet, 

dafl er als Pro-Sequenz (c) Aminosauren aufweist, die im 0-NGF- Precursor direkt vor der Anfangsami- 
40 nosMure + 1 des reifen natUrlichen humanen 0-NGF liegen, insbesondere die letzten 7 Aminosauren. 

1a Rekombinanter N-terminal verkUrzter 0-NGF, 
dadurch gekennzelchnet, 

dafi er an der N-terminaien Seite der normalerweise 118 Aminosauren urn bis zu 9 Aminosauren 
45 verktlrzt ist. 

19. DNA-Sequenz, 
dadurch gekennzelchnet, 

dafi sie fOr einen rekombinanten N-terminal verlangerten 0-NGF nach einem der AnsprOche 15 bis 17 
so codiert. 

20. Plasmld pNGF1 

21. Verwendung eines rekombinant hergestellten oder/und rekombinanten N-terminal verlangerten oder 
55 verklirzten 0-NGF nach einem der AnsprUche 14 bis 18 in einem Arzneimittel. 

22. Therapeutische Zusammensetzung, enthaltend als wirksame Komponente rekombinant hergestellten 
oder/und rekombinanten N-terminal verlangerten oder verkCrzten 0-NGF nach einem der AnsprOche 14 
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bis 18 in Kombination mit Ublichen Trager- und Hilfsstoffen. 

5 
70 
T5 
20 
25 
30 
35 
40 
45 
50 
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Abb.1 
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